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基础 研究 


口服 人 o 干 扰 素 转化 双 蚁 杆菌 促进 小 鼠 淋 巴 细胞 的 增殖 和 成 熟 
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摘要 :目的 探讨 人 a 干扰 素 (IFN-a) 基 因 转 化 双 歧 杆菌 口服 后 对 小 鼠 免 疫 功 能 的 调节 作用 。 方 法 构建 含 人 IFN-o 基 因 的 大 肠 杆 
菌 - 双 歧 杆菌 穿梭 表达 载体 pBBADX-hIFNa2b, 电 转化 获得 IFN-o 基 因 转 化 双 歧 杆菌 ,收集 LL- 阿 拉 伯 糖 诱导 hIFN-a2b 表 达 后 的 菌 
体制 备 成 活 菌 悬 液 , 灌 胃 Balb/C 小 鼠 。 实 验 组 (IFN) 小 鼠 用 0.2% 工 -阿拉 伯 粮 诱导 表达 后 的 hIFEN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 处 理 , 每 只 
按 0.1 ml 10%ml 活 菌 灌 明 ;阴性 对 照 组 (NC) 用 等 量 等 体积 空 载体 pPBADX 转 化 双 歧 杆菌 活 菌 灌 胃 ;空白 对 照 组 (BC) 用 等 体积 
生理 盐水 治 胃 。 隔 天 灌 胃 1 次 ,连续 处 理 2 周 。 流 式 细胞 术 检测 小 鼠 胸 腺 .脾脏 和 血液 中 淋巴 细胞 亚 群 和 比例 , 流 式 试剂 盒 检测 
IFN-y、IL-4 等 免疫 因子 的 含量 。 结 果 与 NS 组 和 BC 组 相 比 ,IFN 组 小 鼠 胸 腺 CD3:CD8*、.CD4*CD8: 细 胞 的 比例 显著 升 高 (P< 
0.01) ;脾脏 CD3:CD4* .CD3:CD8* 和 CD4*CD8* 细 胞 的 比例 均 显著 升 高 (P<0.01) ;血液 中 只 有 CD3*CD8:* 细 胞 的 比例 显著 升 高 
(P<0.01)。 血 液 中 IFN 组 IFN-y 的 含量 比 BC 组 和 NS 组 显著 升 高 (P<0.01); 此 外 ,NS 组 IFN-y 的 含量 比 BC 组 显著 升 高 (P< 
0.05); 三 组 小 鼠 中 血液 hIFN-a2b 和 工 -4 的 浓度 无 显著 性 差异 (P>0.05)。 结 论 口服 hIFN-o 转 化 的 双 歧 杆菌 促进 小 鼠 胸 腺 和 脾 
脏 淋巴 细胞 增殖 和 成 熟 , 增 高 血液 Thl 类 细胞 因子 水 平 。 
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Intragastric administration of interferon-a-transformed Bifidobacterium | promotes 


lymphocyte proliferation and maturation in mice 
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Abstract: Objective To investigate the effects of intragastric administration of human interferon-a (hIFN-a)-transformed 
Bifidobacterium on immune functions of mice. Methods The E.coli-Bifidobacterium shuttle expression vector containing hIFN-a 
gene was constructed and transformed into Bifidobacterium. The hIFN-a-transformed Bifidobacterium suspension (10" /ml) was 
prepared after induction with 0.2% L-arabinose for hIEN-a expression and administered intragastrically in male Balb/C mice 
at the dose of 0.1 ml every other day for 2 weeks, with the mice receiving empty vector-transformed Bifidobacteria as the 
negative control and those having an equal volume of saline as the blank control. The percentages of mononuclear cell subsets 
in the thymus, spleen and blood were detected in the mice by flow cytometry, and the serum levels of IL-4, IL-12, IFN-y and 
TNF-a were assayed using mouse cytokine FlowCytomix Kit. Results The percentages of CD3 CD8 and CD4'CDS8' cells in the 
thymus, CD3'CD4', CD3'CD8' and CD4'CDS' cells in the spleen, and CD3'CDS8' cells in the blood all increased significantly in 
IFN group as compared with those in the negative and blank control groups (P«0.01 or 0.05). The serum level of IFN-y also 
increased significantly (P«0.05) while IL-4 level remained unchanged in IFN group compared with those in the two groups. 
Conclusion Intragastric administration of hlIFN-o-transformed Bifidobacterium promotes lymphocyte proliferation and 
maturation and increases the serum levels of Th1 cytokines in mice. 
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FHK a (interferon-a, IFN-o) 是 一 种 多 功能 的 细 
胞 因子 , 现 已 成 为 临床 上 抗 病毒 和 抗 肿瘤 治疗 最 常用 的 
生物 药物 '”。IFN-a 抗 病毒 . 抗 肿 瘤 的 作用 机 理 主 要 有 
两 方面 :一 是 诱导 产生 黏 病毒 抵抗 蛋白 A(MxA) ,2.,5- 
守 腺 昔 酸 合成 酶 (2,5-OAS) 等 抗 病毒 蛋白 (AVP)5 ; — 
是 免疫 调理 作用 。IFN-a 可 直接 作用 于 T 淋 巴 细 胞 , 促 
进 辅助 淋巴 细胞 (Th) .NK 细胞 和 树 突 状 细胞 (DC) 的 增 
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殖 和 分 化 ,刺激 Th1l 类 细胞 因子 IL-2 和 IFEN-Y 等 的 分 沁 ， 
进而 提高 抗原 递 呈 能 力 及 机 体 的 细胞 免疫 水 平 1。 
传统 的 重组 IFN-o 通 党 采用 基因 工程 生产 , 离 不 开 
重组 蛋白 的 分 离 纯 化 工序 ,并 且 只 能 注射 途径 给 药 , 存 
在 生产 成 本 高 .用药 不 便 的 问题 。 有 研究 显示 , 低 剂 量 
口服 IFN-a 能 获得 较 好 的 局 部 抗 流感 病毒 感染 和 全 身 
的 抗 病毒 疗效 , 且 毒 副作用 远 低 于 注射 途径 给 药学。 近 
几 年 出 现 了 IFEN-o 的 喷雾 剂 口 含 片 ,栓剂 等 新 剂型 , 方 
便 用 药 。 但 IFEN-o 口 服 给 药 是 否 能 促进 工 细 胞 分 化 成 熟 
有 竺 进一步 研究 。 而 且 喷 雾 剂 口 含 片 , 以 及 长 效 缓 释 
剂 等 新 剂型 的 制备 依然 少不了 重组 蛋白 的 分 离 纯化 工 
序 , 价 格 依然 昂贵 ,适用 范围 有 限 。 因 此 ,有 必要 进一步 
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探索 重组 IFN-a 表 达 和 用 药 的 新 途径 。 

双 收 杆菌 是 哺乳 动物 体内 的 主要 益生 瑚 群 之 一 , 具 
有 改善 肠 道 微 生 态 环境 .抑制 致 病菌 生长 ,促进 营养 吸 
收 等 多 方面 作用 *" 。 双 歧 杆 菌 活 菌 制剂 已 广泛 应 用 于 
肠 道 疾病 防治 。 双 收 杆 菌 有 望 成 为 基因 治疗 功能 蛋白 
表达 和 口服 疫苗 等 生物 治疗 手段 的 理想 宿主 菌 ”。 

本 文 ,我 们 利用 双 卜 杆菌 表达 重组 人 IFN-a, 分 析 
IFN-o 基 因 转 化 双 歧 杆菌 口服 后 对 小 鼠 免疫 系统 的 影 
Tl] ,探索 肽 类 药物 表达 和 给 药 的 新 途径 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 载体 及 双 歧 菌 种 大 肠 杆 菌 - 双 歧 杆菌 穿梭 表达 载 
体 pPBADX-s 由 我 室 构 建 并 保存 。 长 型 双 戈 杆菌 NCC2705 
来 源 于 Nestle Research Center, France。 根 据 双 歧 杆 菌 
密码 子 的 偏 性 ,化 学 合成 hIFN-a2b 基 因 , 插 入 到 穿梭 载 
体 pBADX-s 的 分 泌 性 信号 肽 下 游 Bpi I 和 Xba I mE 
位 点 ,与 信号 肽 构成 融合 重 白 。 筛 选 获 得 重组 表达 载体 
pBADX-hIEN-o2b 

1.1.2 实验 动物 BALB/c 小 鼠 ,雄性 ,6~8 周 龄 ,24 只 ， 
体质 量 20 g 左 右 ,SPF 级 , 购 于 南方 医科 大 学 实验 动物 
中 心 ,合格 证 号 SCXK 粤 2008-0002,24-26%C ,普通 饲料 
饮食 ,12h 层 /夜光 照 。 

1.1.3. 主要 试剂 与 仪器 hIEN-o2b ELISA 检测 试剂 盒 
和 了 EZ-Sep 淋巴 细胞 分 离 液 ( 达 科 为 生物 技术 有 限 公 
HJ] ) , PE-AntiCD3, APC-AntiCDA, FITC-AntiCD8 
(Molecular Probes, Invitrogen, 美国 ) , 2) BC Th1/Th2 可 
溶性 细胞 因子 (IFN-Y、IL-4) 流 式 检测 试剂 盒 (Bender 
Medsystems, 奥 地 利 ) ,FACSCalibur 流 式 细胞 仪 (美国 
BD 公司 ),Flowcytomix Pro Soteware2.4 检 测 软 件 ( 由 
奥地利 Bender Medsystems 提供 ) , Hyclone 培养 基 
(Thermo, ES) , 电 转 化 仪 (bio-rad, 美 国 )。hIFN-a2b 单 
克隆 抗体 (上 海 雅 吉 生 物 )。 

1.1.4 其 他 生化 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

1.2 方法 

1.2.1 电 转 化 及 hIFN-a 基 因 和 转化 双 歧 杆菌 的 筛选 鉴定 
常规 法 制备 双 上 疏 杆 菌 感 受 态 细胞 ,分 别 取 1~5 ug 2 2 
体 和 重组 质粒 pBADX-IFN-a2b 与 感受 态 双 歧 杆菌 混 
合 进行 电 转 化 。 转 化 条 件 为 电压 2.5 kV ,电阻 200 9, 电 
容 25 kLF。 转 化 后 的 双 上 层 杆 菌 涂 于 含 60 pg/ml ZR TRE 
素 的 MRS 选择 培养 平板 ,37 % 厌 氧 培养 48 h。 挑 选 乳 
白色 ` 圆 形 的 菌落 接种 到 液体 培养 基 中 扩大 培养 。 采 用 
325 [CS (fI PCR 方法 鉴定 基因 转化 双 歧 杆菌 汪 。 
PCR 上 下 洲 引 物 分 别 设计 在 目的 基因 及 下 游 载体 上 , 扩 
增 片 段 长 度 约 520 bpo 

1.2.2 hIFN-a2b 在 双 歧 杆菌 中 的 表达 取 转 化 双 幢 杆 
菌 接种 到 含 60 ug/ml A NE EER HY MRS 中 ,37 CORA 


培养 至 D 值 为 0.2~0.4, 用 终 浓度 为 0.2% 的 工 -阿拉 伯 糖 
诱导 表达 ,于 0.12.24.36h 收 集 菌 体 及 培养 上 清 , 用 
TES [10 mmolTris-HCI,30 mg/ml iei ,pH-8.0]2 trf 
液 重 悬 菌 体 , 冰 浴 中 超声 粉碎 。 细 菌 与 上 清 保存 
于 -70 CHH. 

1.2.3 Western blotting 检测 hIFN-a2b 的 表达 分 别 取 
收集 的 上 清和 经 过 超声 粉碎 的 菌 体 50 nl, 加 入 等 体积 
的 2x 和 蛋白 上 样 缓冲 液 ,煮沸 10 min 变 性 ,10 000 r/min 
离心 20 min, 取 30 由 上 清 上 样 ,15% SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 
WE(SDS-PAGE) ik. H f bi hIEN-a2b 抗体 检测 
hIFN-Q2b, 化 学 发 光 法 显示 。 

1.2.4 ELISA 检测 hIFN-a2b 的 含量 培养 上 清和 血清 
IFN-a 含 量 测定 样本 不 需要 处 理 , 直接 用 样品 稀释 液 稀 
释 后 加 入 到 微 孔 板 中 。 肠 内 容 物 样品 先 按 100 pl/mg 的 
量 用 磷酸 缓冲 液 (PBS) 悬 浮 ,1000 r/min 离心 10 min 
上 清 上 样 。 操 作 步 又 严格 按 试 剂 盒 说 明 书 进行 。 

1.2.5 动物 实验 体外 扩大 培养 空 载体 和 IFN-o 转 化 双 
靶 杆 菌 ,用 0.2% L- 阿 拉 伯 糖 诱导 表达 24 h ,收集 双 靶 杆 
菌 , 用 0.9% 生 理 盐 水 重 悬 菌 体 制备 成 活 苗 悬 液 ,调整 
浓度 至 10%Yml。24 只 小 鼠 随 机 分 成 3 组 ,每 组 8 只 。 实 
JS CIEN) 2H FH] IEN-od£ 4E SUB TT PS T PETS 3 ,每 次 灌 
0.1 ml, 隔 天 1 次 。 阴 性 对 照 (NC) 组 用 等 体积 等 量 的 空 
载体 pPBADX-s 转 化 双 歧 杆菌 活 菌 灌 胃 。 空 白 对 照 (BC) 
组 用 等 体积 0.9% 生 理 盐 水 灌 骨 。3 周 后 处 死 小 鼠 , 取 外 
周 血 肠 内 容 物 , 分 离 胸腺 脾脏 组 织 单个 核 细胞 。 

1.2.6 流 式 细胞 仪 检 测 单个 核 细 胞 亚 群 在 每 份 单个 核 
细胞 悬 液 中 先 加 入 Fc 抗 体 室温 孵 育 3 mm 封闭 Fc 受 体 , 然 
后 加 入 FITC-AntiCD3、APC-AntiCD4 和 PE-AntiCD8 
三 种 抗体 ,室温 避 交 孵育 30 min, 1000 r/min 离心 5 m, 
用 0.5 ml 磷酸 缓冲 液 (PBS) 重 上 其 ,上 机 检测 。 

1.2.7 流 式 细胞 仪 检测 血清 IFN-YIL-4 的 浓度 血清 中 
IFN-y IL-12 IL-4 等 细胞 因子 用 流 式 检测 试剂 盒 检测 ， 
样品 处 理 和 浓度 换算 严格 按 试剂 盒 说 明 书 及 对 应 的 
Pro Soteware2.4 软 件 操 作 说 明 进 行 。 

1.2.8 统计 学 分 析 利用 SPSS 13.0 统 计 软 件 进行 统计 
处 理 , 数 据 以 均 数 + 标准 差 表示 ,多 样本 之 间 采 用 单 因 素 
ANOVA 进 行 比较 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 半 兰 色 染 色 及 PCR 鉴 定 


型 的 长 型 双 收 杆菌 长 杆 ,分 枝 的 特征 (图 略 )。PCR 鉴定 
结果 如 图 1。 几 个 转化 落落 中 ,在 500 bp 多 一 点 位 置 有 一 
条 清晰 特异 的 条 带 ,与 目的 扩 增 片段 长 度 520 bp 一 致 。 
2.2 hIFN-a2b 在 双 歧 杆菌 中 的 表达 

2.2.] Western blotting 检 测 Western blotting 结 果 显 示 ， 
在 LL 阿拉 伯 糖 诱导 前 , 菌 体 中 几乎 检测 不 到 重组 hIFN-a2b 
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1 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 PCR 鉴定 ,琼脂 糖 凝 胶 
(1.8%) 电 泳 图 

Fig.1 Electrophoresis of the PCR products from hIFN-a 
2b-transformed Bifidobacterium (1.876 agrose gel). M: 
DNA marker; Lane 1: Blank control; Lane 2: Negative 


control (empty vector transformed Bifidobacterium); 
Lanes 3-5: hIEN-o2b-transformed Bifidobacterium. 


的 表达 。 经 L- 阿 拉 伯 糖 诱 导 , 可 以 检测 到 hIFN-a2b 表 达 ， 
目的 条 带 的 分 子 大 小 与 成 熟 IFN-a2b 22 000 的 理论 相对 
分 子 质量 一 致 (图 2)。 此 外 ,在 诱导 后 12 h 有 重组 hIFN-a 
2b 表 达 , 诱 导 后 24 h 表 达 量 最 高 ,此 后 表达 量 下 降 。 


M. 1 2 3 4 5 6 
25 000 
^o == = IFN-a 
15 000 


图 2 Western blot 检 测 hIFN-a2b 在 双 杆菌 中 的 表达 
Fig.2 Expression of hIFN-a2b in transformed 
Bifidobacterium detected by Western blotting. Lanel1-4: 
hIFN-a2b-transformed Bifidobacterium ^ with 0.2% 
L-arabinose induction for 0, 12, 24, and 36 h, 
respectively; Lane 5: Empty vector pBADX-transformed 
Bifidobacterium with 0.2% L-arabinose induction for 24 h; 
Lane 6: Untransformed Bifidobacterium with 0.2% 
L-arabinose induction for 24 h. 


2.2.2 ELISA 法 检测 IFN-o 转 化 双 歧 杆菌 经 L- 阿 拉 伯 
糖 诱导 后 ,在 培养 上 清和 菌 体 中 均 可 检测 到 hIFN-a2b 
表达 。 在 诱导 后 6~48 h, 培 养 上 清 的 表达 量 高 于 菌 体 。 
在 诱导 后 24 h 时 ,IhIFN-o2b 的 分 泌 达 到 最 大 值 (图 
3)。 培 养 上 清 表达 量 较 高 ,重组 hIFN-a2b 和 蛋白 主要 以 
分 沁 形 式 表 达 。 说 明 表 达 载 体 中 的 信号 肽 能 有 效 地 引 
导 IhIFN-a2b 表 达 并 分 泌 到 培养 上 清 中 。 
2.3 小 鼠 肠 内 容 物 和 血清 中 的 hIFN-a2b 的 浓度 

BC NC 和 IEN 组 小 鼠 肠 内 容 物 中 hIFN-a2b BT 
度 分 别 为 16.78+3.15、17.13+3.56.45.74+5.48(pg/ml) 。 
IFN 组 明显 高 于 BC 组 和 NC 组 (P<0.01), 而 BC 组 和 NC 
组 之 间 无 明显 差异 。 血 清 中 BC 组 ,NC 组 和 IFN 组 hIFN- 
o2b 的 浓度 分 别 为 25.64+4.08、26.67+5.29、25.04+3.05 
(pg/ml) ,各 组 之 间 均 无 显著 性 差异 (P>0.05, 图 4)。 
2.4 IFN-a 转 化 双 歧 杆菌 对 免疫 功能 的 影响 
2.4.1 对 胸腺 淋巴 细胞 亚 群 的 影响 实验 组 和 对 照 组 胸 
腺 淋巴 细胞 各 亚 群 的 百分比 如 图 5 所 示 。 胸 腺 中 CD87 
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1000 y» Pellet * 


IFN-a concentration (pg/ml) 


6 12 24 48 
Incubation time (h) 

3 hIFN-o2b 转化 双 歧 杆菌 菌 体 及 培养 上 清 中 

IFN-o 的 浓度 


Fig.3 Concentration of IFN-a in pellets and 


e 


supernatant of transformed Bifidobacterium. *P«0.01. 
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图 4 hIFN-a2b 转化 双 歧 杆菌 灌 胃 后 小 鼠 肠 内 容 物 
(IC) 和 血液 中 IFN-o 的 浓度 


Fig.4 Concentration of IFN-a in intestinal contents 
and blood after hIFN-a2b-transformed Bifidobacterium 
treatment. *P«0.01 vs NC or BC. 


细胞 的 比例 普遍 较 高 ,其 中 I 下 N 组 CD8: 细 胞 比例 为 
79.69+3.40%, 较 NC 组 (50.38+3.52%) 及 BC 组 (65.05+ 
3.47%) 显 著 增 高 (P<0.01) ;IFN 组 CD3*CD8' 比 例 为 
6.96 +0.43% , Ej NC 2H (3.40 +0.65% ) xk, BC 2H (2.93 + 
0.4796 ) 相 比 显著 增高 (P<0.01) ;尤其 突出 的 是 CD4- 
CD8: 细 胞 比例 (8.11+2.00% ), 比 NC 组 (4.88+0.61%) 或 
BC 组 (4.73+0.73% ) 增 高 非常 显著 (P<0.01) , IFN 2H 
CD4*CD8* 细 胞 比例 较 BC 组 和 NC 组 升 高 了 约 7.5 倍 
(图 6)。 

2.4.2 对 脾脏 淋巴 细胞 亚 群 的 影响 实验 组 和 对 照 组 脾 
脏 淋巴 细胞 各 亚 群 的 百分比 如 图 7 所 示 。 脾 脏 淋 巴 细 
胞 亚 群 的 特点 是 CD3*.CD4: 细 胞 比例 较 高 ,CD8* 细 胞 
比例 较 低 。IFN 组 CD3: 细 胞 比例 为 36.425+2.17%, 与 
NC 组 (21.91+2.22%) 和 BC 组 (12.65+2.04%) 相 比 增高 
显著 (P<0.01);CD8'* 细 胞 (9.21+1.45%) 与 NC 组 (5.03+ 
2.25%) 和 BC 组 (5.86+1.99%) 相 比 明显 增高 (P<0.05); 
CD3*CD4: 细 胞 (25.49+1.48%),CD3*:CD8: 细 胞 (6.05 圭 
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90| v: cos 2.4.3. 对 血液 淋巴 细胞 亚 群 的 影响 实验 组 和 对 照 组 血 
S 881 au 液 淋巴 细胞 各 亚 群 的 百分比 如 图 9 所 示 。 血 液 淋巴 细 
z 70| ecp3cps ” 胞 亚 群 的 特点 也 是 CD3*.CD4* 细 胞 比例 较 高 ,CD8: 细 
d TOMIDS 胞 比例 非常 低 IFN 组 CD3CD8 细胞 比例 为 7.0041.28， 
E a | 比 NC 组 (2.65+0.68%) 和 BC 组 (2.77+42% ) 明 显 增高 
30| (P<0.05, 图 10)。 
2 20] 2.4.4 iii IEN-y fe IL-4 RE 经 转化 双 歧 杆菌 灌 胃 处 
Ê 10! 理 1 周 后 ,各 组 小 鼠 血液 细胞 因子 浓度 见 表 1。 与 NC 组 
0 : 相 比 ,IFN 组 小 鼠 的 血液 中 I 下 N-y 浓 度 明显 升 高 (P< 
BC NC IFN 


图 5 hIFN-o2b 转 化 双 上 层 杆 菌 灌 胃 后 小 鼠 胸 腺 淋巴 
细胞 亚 群 比例 的 变化 
Fig.5 Changes in T cell subsets in the thymus after 
hIFN-a2b-transformed Bifidobacterium ^ treatment. 
*P«0.01 vs BC or NC. 


0.3196 ) tt, #64 5] EG NC 2H (16.95 € 1.2096 ; 0.7875 + 
0.31%) 和 BC 组 (11.04+1.77%;0.475+0.14% ) 显 著 增 高 
(P«0.01) ;CD4'CD8 "细胞 也 较 NC 组 和 BC 组 显著 增高 
(P<0.01) 或 明显 升 高 (P<0.05, 图 8)。 


3-TANG. 001 3-TANG. 002 


0.01), IL-2 的 浓度 也 有 升 高 (P<0.05)。NC 组 小 鼠 血 液 
中 IFN-y 浓 度 高 于 BC 组 (P<0.05)。3 组 之 间 血 液 中 
了 L-4 和 TNF-o 浓 度 无 统计 学 差异 (P>0.05)。 


3 讨论 

目前 ,临床 上 使 用 的 IFN-o 多 采用 基因 工程 生产 ， 
注射 途径 给 药 ,存在 生产 成 本 高 用药 不 便 副作用 大 、 
易 产生 中 和 抗体 等 缺点 。 我 们 通过 构建 hIFEN-o2b 双 歧 杆 
菌 表达 载体 , 电 转 化 获得 IFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 ,目的 
是 利用 双 歧 杆菌 来 表达 和 分 泌 重 组 IFN-o, 不 需要 进行 


3-TANG_003 


NC 6 hIFN-o2b 转化 双 歧 杆 
菌 灌 明 后 小 鼠 胸 腺 CD4- 
CD8 ”细胞 散 点 图 。 箭 头 所 
示 为 CD4'CD8' 细 胞 

Fig.6 Dot plot of CD4'CD8* 
cells (arrows) in the thymus 
after hIFN-a2b-transformed 
Bifidobacterium treatment. 
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8 o CD3 后 , DC RUE DOSE SIC | BRUIT AEA MEL RE CS RUE 
DUET: 亚 再 的 检测 结果 显示 :hIFEN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 显著 提 
E afi 2 CD3CD8 高 了 小 鼠 胸 腺 CD8+ 细 胞 .CD3:CD8* 细 胞 ,尤其 是 CD4 
$7 1 CD8' 细 胞 比例 。IFN 组 CD4*CD8: 细 胞 比例 较 BC 组 和 
ed H NC 组 增高 了 7.5 倍 。 不 同 T 细 胞 亚 群 有 其 特有 的 表面 
m 分 子 标志 ,如 成 熟 的 T 细 胞 CD3 阳性 (CD3”) ;辅助 性 T 
$5 细胞 (Th) CD3* CD4^ ; 细胞 毒性 /抑制 性 T 细 胞 (Tc) 

aae: NC CD3*CD8'”; 调 节 性 细胞 (Treg) CD25*CD4*Foxp3*. 


图 7 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 灌 胃 后 小 鼠 脾脏 淋巴 细胞 亚 群 
比例 的 变化 

Fig.7 Changes in T cell subsets in the spleen after hIFN-a 
2b-transformed Bifidobacterium treatment. *P«0.01 vs NC or 
BC, 'P«0.05, IFN vs NC or BC; 'P«0.01, NC vs BC. 


重组 蛋白 的 分 离 纯化 ,可 以 直接 口服 转化 双 靶 杆菌 活 菌 
来 进行 疾病 防治 。Western blotting 和 ELISA 检 测 结果 表 
明 ,转化 双 歧 杆菌 能 在 体外 诱导 表达 重组 hIFN-a2b。 
并 且 , 培 养 上 清 重 组 hIFN-a2b 的 含量 远 高 于 菌 体 , 说 明 
转化 双 歧 杆菌 主要 以 分 泌 形式 表达 重组 hIFN-oa2b。 
在 用 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 活 菌 给 小 鼠 灌 胃 3 周 
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CD3 


T 细 胞 来 源 于 骨髓 的 造血 干细胞 或 前 T 细 胞 ,在 胸腺 中 
分 化 和 成 熟 。 前 T 细 胞 在 皮质 区 增殖 ,由 CD4CD8 阴 
性 细胞 分 化 为 CD4+CD8: 双阳 性 细胞 的 过 渡 型 细胞 ,在 
髓 质 形 成 CD4*+CD8 和 CD4CD8 鹿 阴性 细胞 ,然后 进入 
脾脏 .淋巴结 等 外 周 淋巴 器 官 。 胸 腺 CD4"CD8” 和 CD3” 
CD8: 细 胞 比例 增加 说 明 口 服 表 达 正 N-a2b 的 双 歧 杆菌 
可 以 促进 T 细 胞 增殖 ,使 T 细 胞 由 CD4CD8 向 CD4: 
CD8: 转 化 ,并 进一步 向 CD3*CD8: 成 熟 Te 细 胞 分 化 。 
IFN-o2b 转 化 双 靶 杆菌 灌 胃 3 周 后 ,显著 提高 了 小 
鼠 脾脏 CD3* 细 胞 比例 ,CD3'*CD4: 细 胞 及 CD3'*CD8' 细 
胞 比例 。 结 果 表 明 口 服 IFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 能 够 促 
进 工 细胞 成 熟 及 分 化 ,提高 了 脾脏 中 成 熟 淋巴 细胞 
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图 8 hIFN-o2b 转 化 双 歧 杆 
菌 灌 胃 后 小 鼠 脾脏 CD * 
CD4' 细 胞 散 点 图 

Fig.8 Dotplot of CD3' CD4* 
cells (arrows) in the spleen 
after hIFN-a2b-transformed 
Bifidobacterium treatment. 
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图 9 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 灌 胃 后 小 鼠 血 液 淋巴 细 
胞 亚 群 比例 的 变化 

Fig.9 Changes in T cell subsets proportion of blood 
after hIFN-a2b-transformed Bifidobacterium treatment. * 
P«0.05 (EN vs BC or NC). 
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(CD37) .Th(CD3*CD4') 和 Tc 细胞 (CD3*CD87) 比 例 。 
此 外 ,IFN 组 血液 中 Te 细胞 的 比例 也 较 NC 和 BC 组 显 
著 在 增加 。 上 述 结果 与 以 往 重 组 IFN-a 注 射 途径 给 药 
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IFN-o 的 免疫 调节 作用 是 促进 工 类 免疫 反应 , 即 促 
进 Thl 细胞 增殖 ,抑制 Th2 亚 群 ,刺激 白介素 2(IL-2)、 
IFN-y 等 Thl 类 细胞 因子 分 泌 , 抑 制 工 -4、I 了 -6 等 Th2 类 
细胞 因子 分 小。IFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 灌 胃 3 周 后 ， 
小 鼠 血 液 中 细胞 因子 含量 测定 结果 显示 ,IFN 组 小 鼠 
IFN-y fl IL-2 的 含量 较 对 照 组 显著 升 高 。 表 明 口 服 
hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 可 以 促进 Th1l 细胞 的 增殖 和 分 
化 ,刺激 Thl 类 细胞 因子 分 泌 。 这 与 以 往 重 组 FN-a 注 
射 途径 给 药 获得 的 结果 也 是 一 致 的 。 

此 外 , 空 载体 (NC) 组 小 鼠 胸 腺 CD3*、.CD4' 细 胞 略 
有 增高 ,尤其 是 脾脏 CD3* 细 胞 ,CD3*CD4' 细 胞 及 CD3” 
CD8' 细 胞 都 增加 明显 。 说 明 双 歧 杆 菌 自身 有 促进 小 鼠 
T 细 胞 增殖 和 分 化 .增强 Thl 途径 介 导 的 细胞 免疫 的 部 
分 作用 。 这 与 以 往 有 关 双 歧 杆菌 有 提高 机 体 免 疫 力 的 
报道 是 一 致 的 "*。 

有 研究 显示 ,完整 的 小 分 子 多 肽 通过 肠 上 皮 吸 收 进 
和信 血液 循环 发 挥 全 身 作 用 。 吃 菠 葛 后 ,可 在 人 体 血 液 中 
检测 到 有 活性 的 菠 蔓 蛋白 酶 ”。 与 霍乱 毒素 融合 的 绿 
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图 10 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 
RE EIE Nei CD3*CD8 28 
胞 散 点 图 

Fig.10 Dotplot of CD3 CD8 
cell in blood after hIFN-a2b- 
transformed Bifidobacterium 
treatment. The arrows indicate 
the CD3'CD8' cell area. 
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表 1 转化 双 层 杆菌 灌 胃 后 各 组 小 鼠 血 液 细胞 因子 的 浓度 


Tab.1 Serum levels of the cytokines in different groups after intragastric treatment with transformed 


Bifidobacterium 
Group IFN-y (pg/ml) IL-2 (pg/ml) IL-4 (pg/ml) TNF-a (pg/ml) 
BC 26.74+2.74 43.26+4.68 10.05+1.30 62.35+6.34 
NC 31.47x3.31* 47.32+5.23 10.38+1.09 59.86+7.63 
IFN 45.47+4.22* 56.57+5.48" 10.48+1.39 58.76+8.24 


*P«0.01, IFN versus NC or BC; 'P«0.05, IFN versus NC or BC; *P<0.05 (NC versus BC). 


色 荧 光 蛋 白 (GFP) 可 利用 受 体 介 导 的 内 甜 作 用 通过 肠 
粘膜 进入 血液 循环 2 。 肠 上 皮 有 IEN 受 体 ,我 们 推测 肠 
道内 双 歧 杆菌 表达 的 hIFN-a2b 可 能 通过 肠 上 皮 细 胞 吸 
收 进 入 血液 循环 而 发 挥 促 进 T 淋 巴 细 胞 增殖 和 成 熟 作 
用 。IFN-o2b 转 化 双 歧 杆菌 活 菌 灌 胃 后 ,我 们 分 别 检测 
了 上 肠 道 内 容 物 和 血液 中 IFN-a 含 量 。 肠 道内 容 物 IFN-a 
含量 显著 升 高 ,但 血液 中 IFEN-o 含 量 升 高 并 不 明显 ,不 
完全 符合 我 们 的 推论 。 其 原因 可 能 与 hIFN-a2b 通 过 肠 
道 吸收 的 含量 太 少 ,并 上 且 容 易 降解 有 关 。 

综 上 所 述 ,口服 hIFN-a2b 转 化 双 歧 杆菌 活 菌 可 以 
有 效 促进 了 TT 淋巴 细 胞 的 增殖 和 成 熟 , 增 强 Thl 途径 的 
细胞 免疫 ,但 其 分 子 作 用 机 制 有 待 进一步 探讨 。 以 双 歧 
杆菌 为 载体 的 IFN-a 表 达 及 上 肠 道 内 给 药方 法 不 需要 重 
组 蛋白 分 离 和 纯化 工序 ,用 药方 便 , 有 望 成 为 一 种 新 的 
肽 类 药物 生产 和 给 药 途 径 。 
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